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0\ 



in ™ Sr.Liri^rlT'^r relates to the development of an effective gene transfer technique for intnxlucing foreign DNA into 
g sperm cells using vu-osomal earners. TTie mvention can be used in the areas of agriculture and biotechnology. 

S Sn?!^'^"*^'"**'""^' ""^ Entwieklung einer effektiven Gentransfertechnik filr das Einschleusen von 

^ o^"oto^e ^P"™'"^""" """^"^ Carrier. Anwendungsgebiete der Erfindung sir.d die Landwirtschaft und die Bi- 
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Entwicklung einer effektiven Gentransfertechnik fur das Einschleusen von Fremd-DNS 
in Spermienzellen 

Beschreibung 

Die Erfmdung betrifft die Entwicklung einer effektiven Gentransfertechnik fiir das 
Einschleusen von Fremd-DNS in Spermienzellen mittels virosomaler Carrier. 
Anwendungsgebiete der Erfindung sind die Landwirtschaft und die Biotechnologie. 

Beziiglich der Transfektion von Spermien und deren Vektorfunktion fur den Transport 
genetischen Materials in die Eizelle gibt es nur wenige Verdffentlichungen. Die Nutzung von 
Spermien als Ubertrager von Fremd-DNS in eine Eizelle wurde erstmalig von Lavitrano et al. 
(1989) bei der Maus beschrieben. 30% der erzeugten Nachkommen enthielten die Fremd- 
DNS. Spermien binden nach Lavitrano et al. (1992) die negativ geladene Plasmid-DNA iiber 
30-35 kD Proteine nach emfacher Inkubation. Das von den Autoren 1989 beschriebene 
Verfahren konnte von anderen Gruppen nicht reproduziert werden (s. Bachiller et al., 1991). 
Letztere nutzten Liposomen-DNA-Komplexe (Lipofectin) zur Transfektion von 
Mausespermien (80% Transfektionsrate). Bei normaler Befruchtungsrate konnten jedoch 
keine transgenen Nachkommen erzeugt werden. 

Tsai et al. (1997) gelang nach Elektroporation von Spermien mariner Mollusken die 
Einschleusung fremder Plasmid-DNS und deren erfolgreiche Ubertragung in die Eizelle bei 
einer Fertilisationsrate von >90%. 65% der Larven verfugten iiber die Fremd-DNS. Diese 
Elektroporation fuhrt bei Saugerspermien zur Zerstorung des fiir den natiirlichen 
Befruchtungsvorgang (also ohne intrazytoplasmatische Spermieninjektion ins Ei = ICSI) 
notwendigen Akrosoms (Nakanishi und Iritani, 1993). 

Zur Virosomen-Spermien-Fusion gibt es 2 Arbeiten: Nussbaum et al. (1993) zeigten aus 
medizinischer Sicht (HIV usw.). dafi Viren (Sendai, Influenza, Semliki forest) mit 
Bullenspermien fiber Rezeptormolekiile fiisionieren konnen. Nussbaum und Loyter (1995) 
nutzten bereits rekonstruierte Virushtilien (Sendai), um den darin eingebauten 
Fluoreszensfarbstoflf Calcein in Bullenspermien zu bringen. Bezuglich der Motilitat der 
Spennien gab es jedoch nach der Fusion drastische EinschrSnkungen. Bei einem Virus- 
Partikel/Spermien-Verhaltnis >10:1 sank die Motilitat dramatisch. Dariiber hinaus gibt es 
keine Angaben zum Prozentsatz fusionierter Spermien oder zum Targeting, da sich der 
benutzte photometrische Fusionsassay nur anf die Gesamtsuspension bezieht. 
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D.e Nutzung von Virosomen oder Liposomen mit virosomalen Fusionsproteinen fur einen 
gezieken Transfer verschiedenster Substanzen in Zellkulturen bzw. bestimmte Zielzellen in 
VIVO (Targeting) wird von immer mehr Arbeitsgruppen angestrebt (US 5.683.866 Schoen et 
al., 1999). Bisher sind aber praktisch verwertbare Ergebnisse noch ausgeblieben. 

Aufgabe der Erfmdung war es deshalb, eine neue Gentransfertechnik zu entwickeln. die das 
Einschleusen von Fremd-DNS in Spermienzellen von Nutztieren. wie z.B Bulle und 
Schafbock und deren nachfolgende Nutzung als Vektoren zur Emdlung transgener 
Embryonen gestattet. Das Verfahren soli die Eigenschaft viraler Bindungs- und 
Fusionsproteine. nMmlich ein Verschmelzen von Lipidmembranen zu vermitteln, nutzen. 

ErfindungsgemaB realisieren DNS-beladene virosomale Carrier die Transfektion der 
Spermienzellen. 



emer ersten Phase wird die Herstellung von Virosomen und die Optimierung der 
Rekonstitutronsbedingungen hinsichtlich der Fusionsaktivitat mit Spermienzellerr 
standardrsiert. Diese Aiteiten stellen den Schwerpunkt der Erfindung dar. Die detailliert 
dargelegten Versuche sind geeignete Ansatze bei der Realisierung (vgl.. Ergebnisse), wobei 
msbesondere die Reproduzierbarkeit der erarbeiteten ProtokoUe ein Hauptproblem darstellten 
da die Vemiehrung der benotigten Viren im Vorfeld der Virosomenherstellung offenbar zJ 
relativ unterschiedlichen Populationen fubit. Eine Angleichung der PrSparationen wird 
erfindungsgemaB einerseits durch defmierte und geeignete Zugabe exogener Lipide eireicht 
andererseits warden geeignete PrSparationen durch die Optimierung der Lagerung gesplitteter 
Proben besser ausgenutzt. 

Der Nachweis der Erfindung erfolgte unter Nutzung des Markergens fiir das sogenanrate 
Gnm Fluoreszierende Protein' (GFP), das sich als vorteilhaft fur den Einbau eines Testgens 
m die Virosomen envies. Die Transfektionseffizienz einiger Virosomenchargen konnte so 
parallel zu den Fusionsversuchen mit Spermienzellen auch anhand der Expression des GFP in 
emer CV-l-ZelUinie (Affennlerenzellen) bewertet werden. Da Spemiien keine Expression 
zeigen. mttssen zum Nachweis der erfolgreichen Fusion mit Virosomen hier weitere Teste 
werden" " " '^"^ ruioaamin-i-li.Basis (vgl. Ausfiihrungsbeispiel) genutzt 
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J-^-^e S«dal- Muenza-Viren haben sich als 

anhe.Uiche Vimspraparationen emugt und genuEI wurdeo. 

« d m.. der vochegcnden E,f„d»g erstoaUg und mi, Vo«ei: r^isUrU Auch der Ei.sa.z 
von Muenzav,™ ^ Auftau von Virasomen gemM der Erflndung is, absolu, neu. 

B^l™".'" ™ Ob=rl=bensra.e bzw. spttcr 

Befruchtungsratenach Fusion zuerreichen. 



Ergebnisse 



^ die VirosomenhersicUnng wurfen zwei v«chieden= Vin,.,amo,e ge,=s,e,. Se„dai-Vi„„ 

Z,^ Hersttllung der Virosomen «mie die VimshOlle von dem virden Erbgu, absettenn, Die 
anf^lOsten Vi,„abm,be« e.,ba„en sowoM Lipide aU aueb T^CT 1 

Hasmid endiallen, das em grilnes Fluoreszenq^ottin Icodier, 

Ala Konttolle, ob das OFP exprimiert wirt, wden die Virosomen aueh anf CV-l Zellen 
Gamers sollen andere Genkonstnikte verwendet werden. 
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Sendai 



Tabellel:DarstellungderErgebnisse.die 
erreicht wurden 

' Viren fur 

IVirosomen- 

[herstellug 

Lipidzusatz fur die 
Virosomen 
I herstellung 



mit verschiedenen Varianten von Virosomen 



I Fusionsrate 
I Mofflitat 
I Fusionsregion an 
den Spermien- 
Izellen 



|cV-lZeDen, die 
' GFP ezprimieren 
!(proZeUkuItur- 
I sciiale, mit ca. 

Sendai-Virosomen: 



Cholesterol, 
Sphingo- 
myeiin, 
Phosphatidyl^ 
cholin, 

Phosphatidyl- 
ethanolamin 
90-95 % 
<5% 
am gesamten 
Spermium 



I Sendai 


influenza 


Influenza 


Influenza 


Influenza 


1 ohne 

- 


Cholesterol, 
Sphingo- 
myelin, 
Phosphatidyl- 
cholin, 


DOTAP. 

Phosphatidyl 

ethanolamin 


Phosphatidy 
ethanolamin 


ohne 


Phosphatidyl- 
— j cthanolamin 








5-10% 1 


90-95% 


90 % 


85 - 90 % 


65% 


1 " j am gesamten 
j Spermium 


^0-60% ono/- 
gesamter Kopf, 
Spemiien- Mittelstuck 
schwanz, des 


_ 85 % 

unter- 

schiedlich 


100-300 




nichtam Schwanzes 
Kopf 




10-20 


10-20 


10-15 


3-5 



MarH-r. „ . . oenandelt wurden, zeieten Ha«,«u .. 

""e <us ^eichen fiir die Mpmh™«. l . — "="«"a»s aiese 

eingcKhrankl. Wemger als 5 % da Spem,!™ " * SenW-Vin-somen stark 

cingesch^nk, bzw. „ich, beweglich ^ 
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oen Oew«ls 3 bzw. 4 vtrschiedene Prtpmiionen pro VarianK) 



VirenlOrVirosomen- 

herstellung 




Das bertits benannte Lipidgemiscb wurde ak Zusat w h „■ 

Ve.g..icb zu ei^ Oe„,cb a. jewei. ,00 llZ u " 

Mmo. SAINT-PE fur efn Vi„. . fospha.dyleta„olami„ (PE) u„d 100 

D.e Fusion der Spemienzellen mit rf» v ~ S™"*^' 

■tel. Cine geeljrrrv "™*'^''^'=^°"''« Z.,,e„ 

erfolSte die Da.,.„„,g ^uaion Tt v 

Phos.baudv,cH„,. ....T^ . 'Choies,™,, Sphiugo^elin, 

n.. .ob„ wab^be^ic j:T:::2:r r r "^"^ 

Spen„ie„zurBe4ucl«u,ggelan8e«. teomerte/Bansgene 
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Die VorteUe der neuen Methode liegen vor allem darin: 

- Eine Wfizierung fast aller lebenden Spermien einer Probe wird erreicht 

- Die Befruchtungsfahigkeit wird ohne zusatziiche Manipulation erhalten 

- Ein Targeting an bestimmte Spennienregionen ist moglich 



Die Eritodung wird nachfolgend du,.h ei, „ei«^ AusftagsWspiel Mher er«u.er,. 

Influenza- Virosomen: 

Sebmden. Em «„e te^mge pH-Emicdrigung auf pH 5 tel. da™ die Fusion au. 

A,.=M,eBe„d wurde de, pH der Spenm«.uspe„sio„ wieder a«f pH 7 reneutolu". 

d,e Sp.n„,e^„e. d«ch die pH-Anden^g „ich, unnaUgem sZs a„sgese« T^^n I 

F_ ,ag ^ischen «0 - 90 % i„ AbhangigkeU von den zuge.e«en Lipiden. Estrd^ 
E~flr ""Tv^"'™ «» Merges..,,. Ein 

war de„,l,ch geringer als die der Sendai-Virosomen. Je „aoh 
9!TT7Tl Beweg,iehkei»„ von 50 - 

Vuosomen denen em L,p,dgemisch aus vier versclnedenen Lipiden (Cholesterol 
Vrroaomen mrt diesem L,p,dgem,scl, «igte sich aucl, daO die Fusion am gesan,ten 

^z:i^\T^'-'~' * "p*" -ergesteiu^zr: 

""'""""f * Monsregionen an den Spemdenzellen auf. Far da 

EmseMe^n ,n dre Rindereizelle d„,.h Betahiung is. es Vorrausseizung. ^ d 

Oenlconstnilcl im Kopf Oder HauptstOcli des Sr.h„™,„ a.. =.,„.... .. . 

ist fefl,.™,. V .,. " . ■ "-"""spenmenzeilen lotal siert 

P ■ ™t diesem Lipidgemisch (Cholesterol. Sphingomyelin 

Phosphat. ay^^^^^^^ Phosphatidylethanolanun) hergestel.t wurden rmZ 2 
Vonaussetzungen. die eine weitere Befruchtung mfiglich machen 



wo 01/19183 

^ PCT/DEOO/03164 
Nachweis der Fusion mit Spermien erfolgt mikroskopisch uber: 

- Rhodamin-Phosphatidylethanolamin (Rh-PE) in der Virosomenmembran, eingebaut bei 
der Rekonstruktion: Gebundene Virosomen sind in, Fluoreszenzmikroskop als rote Spots 
sichtbar. Nach Fusion zeigen fusionierte Membranareale infolge des 
fIoZLT'"""^' Fusionsassay) eine leuchtend rote kontinuierliche 

- Der Fluoreszenzfarbstoff Hoechst 33342 (H 342). gebunden an das GFP-Plasmid vor der 
Rekonstruktion der Virosomen: Oberschussiger Farbstoff wird durch Waschung von den 
V.rosomen entfemt. Der fluoreszierende DNS-Farbstoff ist in der Lage ZeUmembranen zu 
pemeieren. Bei Vorhandensein von flberschussigem Farbstoff w^ren daher alle Zellen 
gefarbt. Be, Farbung einzelner Zellen muB davon ausgegangen werden. daU h 342 Ober 
die Virosomenfiision in die Zelle gelangt ist. 

Vergleich zur radioaktiven Markierung der Fremd-DNS gestatten die Huoreszenzoptischen 
Assays die Einzelzellanalyse. 



Literatur: 
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Patentanspruche 



I. Befruchtungsfahige transgene Spennien, umfasscnd Saugetierspennien und 
Fremdgenkonstrukte. 

I Transgene Spennien nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Saugetierspennien von Nutztieren, vorzugsweise Rindem und Schafen, stammen. 

I. Transgene Spennien nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Fremdgenkonstrukte in Form von Virosomen als virosomale Carrier vorliegen. 

L Transgene Spennien nach Anspnich 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Virosomen aus 
Bestandteilen der HQlle eines Vims bestehen sowie ein Lipidgemisch aus einem Steroid, 
vorzugsweise Cholesterol, und mindestens einem amphiphilen Lipid, vorzugsweise 
Sphingomyelin, Phosphatidylcholin und/oder Phosphatidylethanolamin und/oder 
DOTAP und/oder SAINT-PE aufweisen. 



5. Transgene Spennien nach Anspmch 4, dadurch gekennzeichnet, dass Lipid- und/oder 
Proteinbestandteile aus der HuUe von Sendai- oder Influenza-Viren verwendet werden. 

6. Transgene Spennien nach einem der AnsprQche 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet, dass 
die Fremdgenkonstrukte Nachweisgenkonstrukte, vorzugsweise fur GFP oder 
Luciferase, sind. 



7. 



8. 



Transgene Spennien nach einem der Ansprttche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Fremdgenkonstrukte Gene filr Proteine sind. die phamiazeutisch benutzt werden. 

Verfahren zur Hersteilung von befruchtungsfahigen transgenen Spennien. dadurch 
gekennzeichnet, dass mit Fremdgenkonstnikten Virosome hergestellt und mit 
Saugetierspennien fusioniert werden. 

Verfahren nach Anspmch 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Virosomen au.s Sendai- 
oder Influenza-Viren stammen. 



